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論 文 内 容 要 旨
プロスタグランジン(以 後PGと 略す)は アラキ ドン酸を前駆体として生合成 される生理活性
物質であり,主 な作用として子宮筋収縮,血 圧降下,胃 酸分泌抑制,血 小板凝集抑制,脂 肪分解
抑制などがこれまでに報告 されている。また研究の遅れていた脳にっいても最近,体 温,睡 眠,
痛覚等の調節にPGが 関与 していることが明 らかにされつつある。これらPGの 作用 は,脂 肪細胞
にPGE1/E、 に対す る特異的な結合能が報告されたことから,多 くのホルモ ンや神経伝達物質 と
同様,細 胞膜上の受容体を介するものと考えられている。 しか し,PGの 構造上の不安定さと共
に,特 異的なアンタゴニス トが見い出されていないことなどか ら,PG受 容体に関す る研究 は他
のホルモン受容体に比べ,は るかに立ち遅れているのが現状である。例えば,PGE受 容体 にサブ
タイプがあるかどうかも未だ不明である。また,PGEの 情報伝達機構は一般にcAMPを 介す ると
されているが,平 滑筋の収縮や弛緩,あ るいは分泌反応などCa2+が 関与 していると考えられる作
用では,そ の作用機構の不明確さが指摘されている。
一方 ,副 腎髄質 は発生学的に交感神経の節後神経 に相同 し,カ テコールアミン(ア ドレナリン,
ノルア ドレナ リン)の 合成,貯 蔵,分 泌を主な機能としている。Karaplis,P・wel1ら はウシ副腎
髄質にPGE、/E、 に特異的な結合能を見出 し,ウ シ副腎髄質がPGE受 容体研究に適 した臓器であ
ることを報告 している。また,PGE,はcA単Pの 産生を抑制することによりカテコールア ミン分
泌を抑制するとされているが,報 告によって矛盾す る点 も多 く見受 けられる。
以上のような経緯から今回,ウ シ副腎髄質 を用 いPGE受 容体 の性質を明 らかにすると共に,
PGEの カテコールアミン分泌におよぼす作用,さ らにその受容体を介する情報伝達機構の解明を
目的として本研究に着手 した。
ウ シ副 腎 髄 質 にお け るPGE受 容 体 の キ ャラ ク タ リゼ ー シ ョン
ウ シ副 腎 髄 質 に はPGEに 特 異 的 な受 容体 が 存 在 し,各PGに 対 す る結 合 能 はPGE、/E、>PGF、
α>PGD,の 順 で あ る こ とが報 告 さ れ て い る 。今 回,ウ シ副 腎 髄 質 の100,000xg沈 渣 膜 画 分 を材 料
と して,PGE受 容 体 の特 性 に っ い て検 討 した 。
[3H]PGE、 と結 合 した 受 容 体 は,結 合 能 を 保 持 した ま ま3一[(3-cholamidopropyl)dimethy1-
ammonio]一1-propanesulfonicacidに よ り可 溶 化 す る こ とが で きた 。可 溶 化 画 分 の 結 合 型[3H]
PGE2はguanosine七riphosphate(以 後GTPと 略 す)添 加 に よ り解 離 が促 進 さ れ,ま た 小 麦 胚 芽
レクチ ンカ ラム に 特 異 的 に吸 着 され た 受 容体 に お い てGTP処 理 に よ り[3H]PGE・ の大 部 分 は カ
ラ ムか ら溶 出 され て しま う こ とか ら も,PGE受 容 体 はGTP結 合 蛋 白質(以 後G蛋 白質 と略 す)と
連 関 して い る こ とが 示 唆 され た。
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一方,膜 画分を二価性架橋剤dithio-bis(succinimidylpropionate)で 処理す ると,結 合 した
[3H]PGE・ はGTP処 理 してももはや解離 しな くなることか ら,受 容体とG蛋 白質 は,安 定な高親
和性複合体を形成 したものと考えられる。両者の共有結合による安定な複合体の形成は,[3H]
PGE、結合能 と[防S]GTPγS結 合能が共にGTP-Sepharoseカ ラムに吸着後同 じ位置に溶出され
ること,お よびG蛋 白質のα。,βサブユニットに対す る抗体 と反応す ることか ら確認す ること
ができた。このようにして形成された受容体一G蛋 自質複合体 は,ゲ ル濾過において分子量約
200,000の位置に単一 ピークとして溶出されることから,G蛋 白質の分子量を約90,000と 仮定する
とPGE受 容体の分子量は約110,000と 推定することができる。さらに[3H]PGE、 は,膜 画分 を
百日咳毒素で処理 しても遊離 してこないことから,PGE受 容体と連関するG蛋 白質 は百 日咳毒素
の基質にはならないことが判明 した。
PGEの 特異的なアンタゴニストが得 られていない現在,ア ゴニス トを用 いるPGE受 容体の精
製を企てる場合には,[3H]PGE、 の高親和性結合能を維持 したまま精製す ることが重要 と考え
られる。この点か ら二価性架橋剤により受容体一G蛋 白質を比較的安定な複合体 として精製す る
今回の試みは,今 後の研究において有用な手段になると思われる。
培 養 ク ロ マ フ ィ ン細 胞 か らの カ テ コ ー ル ア ミ ン分 泌 に対 す るPGEの 作 用
PGE、 の カ テ コー ル ア ミ ン分 泌 に対 す る作 用 を,培 養 ウ シ副 腎 髄 質 ク ロ マ フ ィ ン細 胞 を用 い て
検 討 した 。PGE、 は,そ れ 自身 カ テ コ ール ァ ミ ン分 泌 を促 進 せ ず,ま た ニ コチ ン,ア セ チ ル コ リ
ン,お よ びK+に よ るカ テ コー ル ア ミ ン分 泌 を100μMの 高 濃 度 で も抑 制 しな い。
一 方
,PGE・ はNa+,K+一ATPaseの 阻 害 剤 ウ ワバ イ ン と同 時 に 添 加 す る こ と に よ り,顕 著 な カ
テ コー ル ア ミン分 泌 を促 した。 この 分泌 能 は,ニ コ チ ンの よ うに一 過 性 の もの で は な く持 続 的 に
見 られ,30分 で は細 胞 内 含 量 の約30%の カ テ コ ー ル ア ミンが分 泌 され た 。PG類 の カ テ コ ー ル ア
ミン分 泌 能 の 強 さ はPGE1/E、>PGF、 α>PGD、 の順 で あ り,PGE、 の 代 謝 物13,14-dihydro-15-
keto-PGE、 に は全 く効 果 が 見 られ な か った。 この分 泌 能 の順 序 はPGE受 容 体 に対 す る親 和 性 の
順 序 に一 致 す る こ とか ら,PGE、 の作用 は受 容体 を 介 す る も の と考 え られ る。
PGE、 一ウ ワバ イ ンに よ るカ テ コー ル ア ミ ンの分 泌 は,細 胞 外Na+,Ca2+濃 度 に依 存 し,ま た細
胞 内 へ の銘Na+,菊Ca2+の 流 入 元 進 が認 め られ た 。 さ らに この 分泌 反応 は,Na+,H+一an七iportの 特
異 的 阻害 剤 ア ミ ロ ライ ドに よ り阻 害 され るが,ニ コチ ン受 容 体 の阻 害 剤 ヘ キ サ メ トニ ウ ム や,膜
電位 依 存 性Na+チ ャ ンネ ル の 阻害 剤 テ トロ ド トキ シ ンで は阻 害 を 受 け な か っ た 。 従 って,PGEl
はお そ ら くNa+,H+一an七iportを 活 性 化 し,ウ ワバ イ ンと共 に細 胞 内 へ のNa+流 入,つ い でCa2+の
流入 を充 進 す る こ とに よ り,カ テ コ ー ル ア ミ ン分 泌 を促 す もの と考 え られ る。
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PGEの 細胞内情報伝達機構
ウシ副腎髄質クロマフィン細胞におけるPGE・ の情報伝達機構 と,そ のカテコールア ミン分泌
反応との相関を検討 した。PGEの 細胞内情報伝達機構 は}般 にcAMPを 介するとする報告が多い




ベルを上昇させるホルスコリンはカテコールアミン分泌には何 ら影響 しないことか ら,PGE、 の
情報伝達機構にcAMPは 関与 していないと考え られる。
一方 ,PGE・ はクロマフィン細胞においてイノシ トールリン脂質代謝を充進 し,イ ノシ トール
モノー,ビ スー,ト リスー リン酸 の産生を増加させ(2分 後でそれぞれ1,4,1.8,1.4倍),ま た
明 らかな細胞内Ca2+濃 度の上昇を引き起 こした。これ らの作用は,PGE、 の濃度(10nM-104M)
に依存 して認 められ,ま たPGE、 に特異的であり,カ テコールア ミン分泌能の強さともよく一致
することか ら受容体を介 した反応 と考えられる。PGE、 によるカテコールアミン分泌促進作用が
イノシトールリン脂質代謝を介するという推察 は,ク ロマフィン細胞においてイノシトール リン
脂質代謝を元進するムスカリンが,PGE、 同様カテコールアミン分泌を促進す ること,プ ロテイ
ンキナーゼCを 直接活性化す るボルボールエステル(以 後PMAと 略す)と 細胞 内Ca2+濃 度を上
昇 させるA-23187を ウワバィンと共存させるとき,カ テコールアミン分泌が促進 されることか ら
も支持 される。さらにこの結果は,イ ノシトール りン脂質の代謝充進 に伴 ってNa+,H"一antipor七
が活性化 されるというこれまでの報告ともよく一致 している。
以上の結果,PGE、 はウワバイン存在下ウシ副腎髄質クロマフィン細胞においてイノシ トール
リン脂質代謝 を充進 し,細 胞内Ca2+濃 度を高めると共にプロテイ ンキナーゼCを 活性化するこ
とにより,カ テコールアミン 分泌を促す ものと考え られる。
PGEに よ る イ ノ シ トー ル リン脂 質 代 謝 充 進 の フ ィー ドバ ック調 節 機 構
PGE・ は,ク ロマ フ ィ ン細 胞 に お いて イ ノ シ トー ル リ ン脂質 代 謝 を 充 進 し,プ ロ テ イ ンキ ナ ー
ゼCを 活 性 化 す る と共 に,細 胞 内Ca2+濃 度 を上 昇 させ る が,PGE、 の これ か らの作 用 は,プ ロテ イ
ンキ ナ ー ゼCを 活 性 化 す るPMAで ク ロマ フ ィ ン細 胞 を 前 処 理 す る と き逆 に抑 制 さ れ た 。PMAに
よ る この 効 果 は添加 後1分 か ら認 め られ,10分 後 完 全 に抑 制 した 。 一 方,プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
Cを 活 性 化 で きな い4α 一phorbo1-12,13-didecanoateで は イ ノ シ トー ル リ ン脂 質 代 謝 も,細 胞 内
Ca2+濃 度 の上 昇 も阻害 され な い こ とか ら,PMAの 阻 害 作 用 は プ ロ テ イ ンキ ナ ー ゼCを 介 し た も
の と推 察 され る。
PMAは,in毛actな ク ロマ フ ィ ン細 胞 に対 す る[3H]PGE、 の特 異 的 結 合 を阻 害 せ ず,ま た ク ロ
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マフィン細胞から調製 した膜画分への結合,お よびそのGTPγSに よる低親和性状態への移行 も
抑制 しないことか ら,PMAの 作用点はPGE、 の受容体への結合以降にあると考えられる。一方,
PMAは,ム スカ リンによるイノシトール リン脂質代謝充進をPGE,に よる充進 と同様に抑制する
が,G蛋 白質を直接活性化するNaF-AICI、,並 びた細胞内Ca・+濃度を高めホスフォリパ ーゼCを
活性化す るイオノマイシンによるイノシトールリン脂質代謝充進 は抑制 しなかった。従 って,
PMA一 プロテイ ンキナーゼCの 抑制作用は,受 容体刺激によるイノ シ・トール リン脂質代謝 に特異
的なものと考え られる。またその作用点は,PGE受 容体からホスフォリパーゼCへ の情報伝達経
路,お そらくG蛋 白質のサブユニットレベルにあると推察 される。
これらの結果,ク ロマフィン細胞におけるPGE・ の情報伝達機構は,プ ロテインキナーゼCを 介
すると共に,プ ロテイ ンキナーゼCに よるフィー ドバ ック機構を通 して調節 され ることが示唆 さ
れた。
以上のように,ウ シ副腎髄質におけるPGE受 容体の特性を明らかにすると共に,PGEが ウワバ
イン存在下にカテコールアミン分泌を促進すること,ま たその情報伝達機構としてイノシトール
リン脂質代謝を元進することを明確にした。特 に.イノシ トール リン脂質代謝の元進 は,従 来の
cAMPを 介するという知見と共に,PGE受 容体にサ ブタイプがあることを示唆する。今後,受 容
体の精製に加え,各 受容体サブタイプに対するアゴニス トあるいはアンタゴニス トを探索す るこ
とにより新 しい抗炎症剤や降圧剤等の開発 も期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
ウシ副腎髄質は,プ ロスタグランジンE(PGE)に 特異的な結合能を有 し,PGE受 容体の存在
が示唆されている。本研究は,こ のPGE受 容体の性質を明 らかにするとともに,培養のクロマフィ
ン細胞を用 い,PGEの カテコールアミン分泌に対する作用,さ らに受容体を介する情報伝達機構
にっいて検討を加えたものである。
PGE受 容体は糖蛋白質であり,細 胞膜上でG蛋 白質 と連関 している。受容体 一G蛋 白質は,二
価性架橋剤で処理することにより安定な複合体を形成 し,PGEに 対 し高親和性状態 となる。また,
この複合体をゲル濾過カラムにより分析 した結果,PGE受 容体 の分子量 は約110,000と 推定され
た。
PGE、 は,Na+,K+一ATPaseの 阻害剤ウワバイン存在下に相乗的,か っ持続的なカテコールア
ミン分泌を引き起 こした。この分泌反応は細胞外Ca2+と ともに,Na+を 必要とし,ま たア ミロラ
イ ドにより特異的に阻害されることか ら,PGE,はNa+,H+一antiportを 活性化 しカテ コールア ミ
ン分泌を引き起こすものと推測された。
また,PGE、 は,イ ノシトール リン酸の産生を充進 し,明 らかな細胞内Ca'+濃 度の上昇 を引き「
起 こした。さらにPGE,と 同様のカテコールアミン分泌反応 は,プ ロテインキナーゼCを 活性化
するホルボールエステルとカルシウムイオノ フォアによって再現 されることから,副 腎髄質にお
けるPGE、 の情報伝達機構は,イ ノシトール リン脂質代謝の充進を介するものと考えられた。
PGE・ によるイノシトールリン脂質代謝の元進及び細胞内Ca2÷濃度の上昇 は,細 胞 をあ らか じ
めボルボールエステル処理することにより阻害されることか ら,PGE、 の情報伝達機構はプロテ
インキナーゼCを 介するとともに,プ ロテインキナーゼCに よ りフィー ドバ ック的に抑制 されて
完結することが示唆された。
以上,本 研究は,受 容体一G蛋 白質を複合体として安定化させ る方法を考案 し,そ れによって
従来未詳の点が多かったPG受 容体の性質を明 らかにするとともに,そ の情報伝達機構などにっ
いて数々の新知見を加えたものであり,学 位を授与す るに値す る内容 と認める。
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